我国肺癌发病率高，国家癌症中心2017年的统计报告显示，全国恶性肿瘤发病第1位的是肺癌，每年新发病例约78.1万，肺癌致死率高，我国每年约59.1万人死于肺癌^\[[@b1]\]^。

近几十年来，随着对肺癌基因学及分子生物学研究的深入，出现了多种类型效果良好的靶向药物^\[[@b2]\]^。这些靶向药物主要针对*EGFR*、*BRAF*、*HER2*等点突变基因，*FGFR*、*MET*扩增以及*ALK*、*ROS1*、*RET*等重排基因变异^\[[@b3],\ [@b4]\]^。靶向药物对携带敏感突变基因的患者具有良好的抗肿瘤效果，因此，基因检测在肺癌诊断与治疗中的应用越来越广泛。

基因检测方法多样^\[[@b5]\]^，包括：一代测序(也称为Sanger测序)、二代测序、实时定量聚合酶链反应(quantitative real-time polymerase chain reaction, qPCR)等，qPCR又可分为普通探针、小沟结合(minor groove binder, MGB)探针、扩增阻碍突变系统(Amplification Refractory Mutation System, ARMS)-PCR等多种类型。突变位点特异扩增法(Amplification Mutation Specific System, AMSS)-PCR利用突变碱基及特殊修饰的TaqMan探针，使得突变型有荧光信号，而野生型没有荧光信号。该方法仅用待检样本形成的检测曲线，即可直观判读定性结果，最大限度地减少了误判风险。AMSS-PCR是一种新型的高敏感、高特异性的突变基因检测方法。目前尚无研究报道该检测方法在实际检测中的效用。本研究通过对比Sanger测序、传统ARMS-PCR以及AMSS-PCR在肿瘤突变基因检测中的敏感性、特异性等指标，明确AMSS-PCR在肺癌突变基因检测中的实用价值。

1. 材料与方法 {#s1}
=============

2017年1月-2018年5月间收集309例肺癌患者组织或体液标本，分别用试剂盒及一代测序进行突变基因检测，并与患者前期所测Ct(cycle threshold)值的ARMS-PCR结果进行比较。利用SPSS 22.0分析数据，对不同检测方法进行一致性*Kappa*检验，绘制分别以一代测序及ARMS-PCR为参照的试剂盒ROC，进一步明确试剂盒检测的敏感性和特异性。

试剂盒：EGFR试剂盒(可检测包括19DEL、L858R、T790M、20ins、C797S等在内的大部分已知EGFR突变)；六联试剂盒(可检测*KRAS*、*BRAF*、*ALK*融合、*ROS1*融合、*MET*、*HER2*基因的主要突变)。

试剂盒采用AMSS-PCR，利用突变碱基及特殊修饰的Taqman探针，使得突变型有荧光信号，而野生型无荧光信号。

两种试剂盒均来自上海桐树生物科技有限公司。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. 患者基本情况、标本类型、病理诊断 {#s2-1}
-------------------------------------

详见[表 1](#Table1){ref-type="table"}。结果显示，309例患者中男性196例，占63.43%；女性113例，占36.57%。患者年龄范围为23岁-84岁，中位年龄为63岁。所测基因突变306例来源于组织标本，液体标本共3例，其中2例为胸腔积液，1例为静脉血。病理类型信息显示，以非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer, NSCLC)为主，占所有病理诊断的94.82%，其中肺鳞状细胞癌占所有病理类型的23.30%，肺腺癌占70.23%。

###### 

患者基本信息

The baseline information of cases involved

                                 Number (*n*=309)   Proportion
  ------------------------------ ------------------ ------------
  Gender                                            
    Male                         196                63.43%
    Female                       113                36.57%
  Age (range, yr)                23-84              
  Types of samples                                  
    Fresh tissue                 273                88.35%
    Paraffin-embedded tissue     22                 7.12%
    Aspiration biopy             11                 3.56%
    Pleural effusion             2                  0.65%
    Venous blood                 1                  0.32%
  Histological type                                 
    Non-small cell lung cancer   293                94.82%
      Squamous cell cancer       72                 23.30%
      Adenocarcinoma             217                70.23%
      Large cell carcinoma       3                  0.97%
      Adenosquamous carcinoma    1                  0.32%
    Small cell lung carcinoma    4                  1.29%
    Carcinoid tumor              1                  0.32%
    Undefined                    11                 3.56%

2.2. 测序结果 {#s2-2}
-------------

根据患者前期ARMS-PCR检测结果，分别用EGFR试剂盒或六联试剂盒验证突变基因，同时进行一代测序，以便分析比较检测结果。试剂盒与一代测序、ARMS-PCR检测结果之间的符合率及详细符合情况分别见[表 2](#Table2){ref-type="table"}、[表 3](#Table3){ref-type="table"}。结果显示：试剂盒与一代测序及ARMS-PCR有极高的符合率。两种试剂盒比较，EGFR试剂盒与其他三种测序方法的符合情况优于六联试剂盒。试剂盒与一代测序符合情况优于ARMS-PCR与一代测序。

###### 

试剂盒与一代测序以及ARMS-PCR测序结果符合情况

The comparison of detection results between assay panels and Sanger sequencing or ARMS-PCR

                                        Sanger sequencing         ARMS-PCR                  
  -------------------------- ---------- ------------------- ----- ---------- -- ----- ----- -------
  EGFR assay panel           Positive   77                  2     98.33         79    0     98.89
                             Negative   1                   100                 2     99    
  Six-alliance assay panel   Positive   43                  4     96.12         45    2     96.12
                             Negative   1                   81                  3     79    
  Total                      Positive   120                 6     97.41         124   2     97.73
                             Negative   2                   181                 5     178   

###### 

ARMS-PCR与一代测序基因检测结果符合情况

The comparison of detection results between Sanger sequencing and ARMS-PCR

                        Sanger sequencing         
  ---------- ---------- ------------------- ----- -------
  ARMS-PCR   Positive   119                 10    95.79
             Negative   3                   177   

2.3. 三组检测方法的一致性 {#s2-3}
-------------------------

对三组方法的检测结果进行了一致性*Kappa*检验，结果显示：两种试剂盒与一代测序*Kappa*值为0.946，两种试剂盒与ARMS-PCRKappa值为0.953，ARMS-PCR与一代测序Kappa值为0.913。Kappa值≥0.75显示一致性良好，本研究中，三类检验方法一致性均良好。其中，试剂盒与一代测序及ARMS-PCR的一致性均优于ARMS-PCR与一代测序的一致性。

2.4. 试剂盒检测的敏感性及特异性 {#s2-4}
-------------------------------

分别以一代测序及ARMS-PCR为参照，绘制试剂盒受试者工作特征曲线(receiver operating characteristic curve, ROC)并计算曲线下面积(area under curve, AUC)，结果见[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}。ROC曲线结果显示：无论以作为金标准的一代测序，还是以敏感性较高ARMS-PCR为参照，试剂盒检测均有极高的敏感性与特异性。ROC AUC≥0.9时，说明准确性高。本研究中，试剂盒与一代测序ROC的AUC为0.976，试剂盒与ARMS-PCR ROC的AUC为0.975，准确性良好。

![试剂盒检测与一代测序及ARMS-PCR的ROC。A：以一代测序为参照的试剂盒ROC；B：以ARMS-PCR为参照的试剂盒ROC。\
ROC for detection results of assay panels referring to Sanger sequencing and ARMS-PCR. A: ROC of assay panels refer to Sanger sequencing (AUC: 0.976); B: ROC of assay panels refer to ARMS-PCR (AUC: 0.975). ROC: receiver operating characteristic curve. AUC: area under curve.](zgfazz-21-11-815-1){#Figure1}

3. 讨论 {#s3}
=======

一代测序，又称Sanger测序，1977年由Frederick Sanger研发而成，是基于链终止的DNA测序方法。该方法以目标DNA单链为模板，在DNA多聚酶的催化下，合成新链，当荧光标记的双脱氧核苷酸被选择性地合成到新链上时，新链合成终止，从而得到一系列长度不等的DNA片段，再进行电泳，从而完成DNA测序^\[[@b6]\]^。迄今为止，Sanger测序仍然是基因测序的金标准，所有其他测序方法都以Sanger测序做参照。Sanger测序虽然是基因测序的金标准，但也有其局限性，包括：测序效率低，成本高，不能实现短时间内完成大量测序。

qPCR是利用PCR反应检测靶基因的一种检测方法。该检测需要加入靶基因特异性引物，检测过程或掺入一种双链DNA特异性染料，或利用5'-3'核酸外切酶释放Taqman FRET(荧光共振能量转移)探针。20世纪90年代初，qPCR技术迅速发展，利用该项技术可以进行基因分型、基因表达分析、拷贝数变异检测以及病原体检测等多方面检测，因此，在临床与研究机构应用广泛^\[[@b7]-[@b10]\]^。qPCR因其高敏感性及特异性，被美国食品药品管理监督总局(Food and Drug Administration, FDA)批准为多种临床基因检测的金标准。李永文等^\[[@b11]\]^研究也证明，与一代测序相比，qPCR更适用于临床检测。

AMSS-PCR基于ARMS、MGB探针以及荧光PCR技术，实现样本DNA和RNA中*EGFR*、*KRAS*、*BRAF*、*HER2*、*MET*、*ALK*、*ROS1*基因突变检测。

ARMS又称等位基因特异性扩增(alleles specific amplification, ASA)。利用PCR引物的3'端末位碱基必须与其模板DNA互补才能有效扩增的原理，设计等位基因特异性PCR扩增引物，在严格的条件下，只有在引物3'碱基与模板配对时才能出现PCR扩增带，从而检测出突变。ARMS-PCR是一种高敏感性、高特异性、低成本的突变检测方法^\[[@b12]\]^。ARMS-PCR还有一个比较显著的优势，就是该项检测设计扩增的DNA片段比普通DNA片段长，不管突变状态如何，突变位点两侧的共同区域都可以被扩增成独立的片段。这些扩增出来的独立片段是相同的，可用做DNA模板质量内参，对PCR反应也有潜在的抑制作用^\[[@b13]\]^。

ARMS-PCR比直接测序有更高的敏感性。一般来说，直接测序需要标本中突变的肿瘤细胞数目占可检测的所有肿瘤细胞数目的20%以上^\[[@b14],\ [@b15]\]^，而ARMS-PCR因为使用特异性探针扩增相应的突变序列，标本中突变的肿瘤细胞数目达可检测的所有肿瘤细胞数目的1%即可检测出突变^\[[@b16]\]^。ARMS-PCR的局限性在于，这种检测方法只能用于已知突变的检测，而如果已知突变占所检测位点的绝大部分(如*EGFR*，已知常见突变占所有突变的95%以上)^\[[@b17]\]^，这一局限性就无足轻重了。

qPCR所用探针不同，检测结果也有差异。Taqman探针两端分别带有荧光基团和荧光淬灭基团，在正常状态下，探针上的荧光被淬灭，不发出荧光。开始进行PCR扩增后，探针被PCR酶水解，淬灭基团与荧光基团分离，荧光信号释放出来，然后根据荧光信号强度确认PCR扩增合成的DNA的量。而MGB探针的淬灭基团采用非荧光淬灭基团(non-fluorescent quencher)，本身不产生荧光，可以大大降低本底信号的强度^\[[@b18]\]^。同时，探针上还连接有MGB修饰基团，可以将探针的Tm值提高10 ℃左右。因此，为了获得同样的Tm值，MGB探针可以比普通TaqMan探针设计得更短，既降低了合成成本，也使得探针设计的成功率大幅提高，在模板的DNA碱基组成不理想的情况下，短的探针比长的更容易设计。

本研究中的试剂盒基于ARMS-PCR以及高效一步法逆转录PCR技术，依据引物和探针与突变位点的完全配对，抑制野生型模板的扩增，FAM荧光从而实现*EGFR*、*KRAS*、*BRAF*、*HER2*、*MET*、*ALK*、*ROS1*基因突变的实时检测；另外每一突变检测反应管中还含有检测人类基因保守区域的引物和HEX标记的荧光探针，作为内控用于监控样本DNA和RNA有无正确加入和PCR扩增过程有无异常。本研究采用试剂盒检测，突变型有荧光信号，野生型无荧光信号，与常规ARMS-PCR不同，无须通过Ct值大小确定检测结果，只要扩增曲线有抬高，即认定为检测结果阳性，降低了误判风险。

研究结果显示，试剂盒与一代测序及测Ct值的ARMS-PCR的符合率高于ARMS-PCR与一代测序的符合率。两种试剂盒比较，EGFR试剂盒与其他三种测序方法的符合情况优于六联试剂盒，考虑与六联试剂盒所检测的基因种类多，只能覆盖各基因的主要突变类型有关。*Kappa*一致性检验及ROC结果显示，试剂盒检测的敏感性及特异性与一代测序及ARMS-PCR测序相当。

基于AMSS-PCR的试剂盒检测方便、快捷，检测结果可靠，与一代测序特异性相当，敏感性高于一代测序；与通过Ct值判定检测结果的ARMS-PCR的敏感性相当，特异性优于高敏感性检测，是适合于临床推广的基因检测方法。

[^1]: 金柯和谢绚为共同第一作者
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